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RESUMEN 
 
El presente estudio tuvo como objetivo determinar, entre los métodos de criopreservación 
de congelación convencional y vitrificación, el que asegure una mayor tasa de sobrevivencia 
de blastocistos bovinos producidos in vitro, evaluando: 1) porcentaje de recuperación de 
blastocistos post descongelación, 2) porcentaje de re- expansión  de bastocistos 
descongelados. Para la producción de blastocistos, los ovocitos fueron  madurados , 
fertilizadas y cultivadas in vitro  a  38 ºC con 5% CO2; los blastocistos obtenidos se  
asignaron aleatoriamente a los métodos de criopreservación . La tasa de recuperación de 
embriones post criopreservación fue de 92.31 % por el método de congelación convencional, 
y 77.55 % por vitrificación, siendo esta diferencia significativa entre los métodos (p< 0,05); 
estas diferencias posiblemente se deban a la facilidad de manejo de los dispositivos.  Para la 
evaluación de la tasa de re expansión los embriones criopreservados fueron cultivados en 
IVC, en una atmósfera compuesta por 5 % de CO2, 90% humedad a 38 °C, durante 3 horas.  
Reexpandieron un 43.75 % de embriones congelados y un 26.32 % de embriones 
vitrificados, siendo esta diferencia no significativa (p<0.05). Se determinó que ambos 
métodos de criopreservación disminuyeron la calidad embrionaria post descongelación.  
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ABSTRACT 
 
The objective of the present study was to determine, among conventional freezing and 
vitrification cryopreservation methods, the one that ensures a higher survival rate of bovine 
blastocysts produced in vitro, evaluating: 1) recovery percentage of blastocysts post thawing, 
2) percentage of re-expansion of thawed bastocysts. For the production of blastocysts, the 
oocytes were matured, fertilized and cultured in vitro at 38 ° C with 5% CO2; the obtained 
blastocysts were randomly assigned to cryopreservation methods. The rate of recovery of 
embryos after cryopreservation was 92.31% by the conventional freezing method, and 
77.55% by vitrification, this difference being significant among the methods (p <0.05); 
These differences are possibly due to the ease of handling of the devices. For the evaluation 
of the re-expansion rate, cryopreserved embryos were cultured in IVC, in an atmosphere 
composed of 5% CO2, 90% humidity at 38 ° C, for 3 hours. They reexpanded 43.75% of 
frozen embryos and 26.32% of vitrified embryos, this difference being not significant (p 
<0.05). It was determined that both cryopreservation methods decreased embryo quality after 
thawing. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
El Perú es uno de los países de Sudamérica en los que se produce y consume menor cantidad 
de leche, con un consumo per cápita de tan solo 60 lt/hab/año, cifra  que resulta preocupante 
puesto que es solo el 50 por ciento de los 120 litros/hab/año recomendado por Organización 
de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO). La producción 
deficiente se puede atribuir a la baja productividad  del ganado criollo y sus cruces, que 
representa el 64% de la población total de vacunos del país; en tanto, la raza Brown Swiss 
equivale al 17,6%; la Holstein, al 10,3%; Gyr/Cebú, 3,4%; y otras razas, 4,8% (INEI, 2013).  
 
Al ser nuestro país deficiente en producción láctea se deben de implementar planes de mejora 
en pastos, sanidad y genética, esta última indispensable para incrementar el número de 
animales del más alto valor productivo y reproductivo, especializados en la producción 
láctea o a través de la importación de vientres, la cual es difícil por los permisos sanitarios 
complejos del Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) del Perú, que requiere dicha 
importación, además de ser costosa. Otra alternativa es utilizar herramientas biotecnológicas 
como la  transferencia de embriones de alto valor genético, producidos in vivo o in vitro, que 
en corto plazo pueden generar un significativo impacto en la productividad lechera nacional.  
 
Actualmente la técnica de transferencia de embriones se desarrolla utilizando embriones 
frescos, es decir inmediata a la colecta, o al día 7 de la fertilización in vitro, optimizando la 
selección y multiplicación de animales de alto valor genético. Una herramienta 
complementaria e indispensable, que permitirá consolidar el impacto de esta biotecnología, 
es la criopreservación de  embriones a temperaturas bajas (-196 °C, en nitrógeno líquido). 
Procedimiento desarrollado por el interés en la conservación de embriones de animales con 
valiosa  información genética y especies en riesgo de extinción. La criopreservación de 
embriones se ha convertido en parte esencial de la  reproducción asistida de las principales 
especies domésticas (Leibo y Loskutofo, 1993). 
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El desarrollo de la criopreservación de embriones bovinos in vitro ha proporcionado una 
serie de ventajas como reducir los costos de mantenimiento de receptoras y obtener 
gestaciones con receptoras trabajadas con celo natural; formación de bancos de 
germoplasma, permitiendo el uso eficiente de los embriones, ya que éstos se pueden 
almacenar  por largos periodos, lo que es importante para implementar estrategias de 
cruzamiento. Tener embriones congelados, simplificará el movimiento del material genético 
para intercambios nacionales, e incluso internacionales, a un bajo costo -frente a los animales 
adquiridos en pie-, mayor  seguridad zoosanitaria, utilización de receptoras adaptadas a 
diversas altitudes en cualquier época y región (Serrano et al., 2002).  
 
Sin embargo, la criopreservación de embriones tiene dos desventajas: a) requiere de equipos 
muy sofisticados y costosos (>10,000 USD); y, b) la viabilidad de los embriones se reduce 
entre 20 a 40%, en especial los producidos in vitro, ya que estos difieren de sus homólogos 
in vivo en algunos aspectos (morfología, velocidad de desarrollo y metabolismo); debido a 
estas diferencias, los embriones producidos in vitro son más sensibles a  los efectos derivados 
de la congelación (Gómez  et al., 2009); por esta razón, los estudios en criobiología 
permanecen  en constante evolución, buscando alternativas para mejorar la viabilidad de los 
embriones criopreservados (Fahning y García, 1992). 
 
Actualmente se utilizan dos métodos de criopreservación: la congelación lenta y 
vitrificación. Ambos producen diferentes lesiones en los blastocistos, presentando la 
congelación lenta un mayor riesgo por la formación de hielo intracelular. Por otro lado, la 
vitrificación, consiste en la solidificación de una solución por la mayor viscosidad durante 
el enfriamiento, sin llegar a formar cristales de hielo perjudiciales (Vajta, 2000). Sin 
embargo, en nuestro país el desarrollo de la tecnología de criopreservación de embriones es 
aún reducido, debido a la poca información sobre la misma, desconociéndose sus beneficios 
y oportunidades. En el presente trabajo de investigación se comparan dos métodos de 
criopreservación, importante para complementar la biotecnología de la producción de 
embriones in vitro, siendo los objetivos planteados, los que se indican a continuación. 
 
Objetivo general: 
- Determinar, entre los métodos de criopreservación de congelación convencional y 
vitrificación, el que asegure una mayor tasa de sobrevivencia de blastocistos bovinos 
producidos in vitro. 
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Objetivos específicos: 
 
- Determinar el porcentaje de recuperación de blastocistos post descongelación; y, 
- Determinar el porcentaje y re-expansión de blastocistos descongelados. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 
 
2.1.  PANORAMA DE LA PRODUCCIÓN DE EMBRIONES  
Las biotecnologías reproductivas se constituyen en uno de los mejores ejemplos en lo que se  
refiere al éxito de la transferencia tecnológica. La inseminación artificial fue la primera 
generación de tecnología reproductiva asistida, y que actualmente se  utiliza en todo el 
mundo. Al presente se manejan diversas biotecnologías, como la transferencia de embriones, 
fertilización in vitro (FIV),  sexado de embriones, y la transferencia nuclear (Thibier, 2005).  
La producción de embriones in vitro está empezando a tener un alto valor tecnológico y 
comercial, debido a la facilidad de manejo del material genético en pequeñas pajillas, 
viabilidad prolongada bajo criopreservación. (Wrathall, 1995).  
 
Las diferentes biotecnologías reproductivas han permitido una mayor contribución genética 
de la hembra, ya que el número crías por hembra, a lo largo de su vida reproductiva, aumentó 
significativamente con las técnicas de transferencia y producción in vitro de embriones 
(Gonçalves et al., 2007). Según la Sociedad Embrión Internacional de Transferencia (IETS), 
Brasil es el mayor productor de embriones de la especie bovina en el mundo, cubriendo casi 
un tercio de la producción mundial (SBTE, 2009). En el Perú la producción in vitro de 
embriones se viene desarrollando gracias a Láctea S.A y su Laboratorio de  Embriones 
Sembryo, implementado en Virú,  La Libertad, es así que para el 2016 Sembryo tiene 500 
crías nacidas por transferencia de embriones y fertilización in vitro, animales que son 
comercializados  a diferentes regiones del Perú: Ayacucho, Piura, Lambayeque, Cajamarca, 
Cutervo, Leymebamba y Huánuco. 
 
La metodología de la producción de embriones in vitro, incluye la maduración de ovocitos 
recuperados  de folículos pequeños (3 - 8 mm), fertilización y cultivo de los mismos por 
siete días, obteniéndose  30 a 40 por ciento de blastocistos, de los cuales sólo el 40 por ciento 
se implantan después de la transferencia (Mohan et al., 2002).  
 
5 
 
2.2. PRODUCCION DE  EMBRIONES IN VIVO E IN VITRO 
La producción in vivo de embriones o transferencia de embriones, consiste en la aplicación 
de un tratamiento hormonal a una vaca donadora para inducir la ovulación múltiple, 
inseminar y la colección de embriones. La ovulación múltiple se produce por el  estímulo 
hormonal del ovario para aumentar el número de folículos producidos durante el estro, por 
medio de la aplicación de diferentes tipos de hormonas, entre las cuales se destacan la 
Hormona Folículo Estimulante (FSH) y la Gonadotropina del Suero de Yeguas Preñadas 
(PMSG). La Transferencia de Embriones (TE), consiste en extraer embriones aun no 
implantados, del conducto reproductor de la hembra donante, por perfusión con un medio 
apropiado, para luego depositarlos en el conducto de una hembra receptora de la misma 
especie, donde se obtiene la gestación a término (Mosquera 1994).  
 
El fenómeno o proceso a través del cual el espermatozoide es capaz de unirse y penetrar al 
óvulo para formar un nuevo individuo bajo condiciones de laboratorio (fuera del organismo 
animal) se conoce como fecundación in vitro o producción in vitro, que es un sistema 
alternativo de producción de embriones, que utiliza ovocitos inmaduros recogidos de ovarios 
de donantes de varias edades y etapas fisiológicas. (Gonçalves, 2002). La producción de 
embriones in vitro  comienza en la obtención de ovocitos, que pueden ser adquiridos por la 
aspiración folicular transvaginal de donantes o por la recolección de ovarios en mataderos, 
los siguientes procesos son la maduración, fertilización de ovocitos y cultivo de zigotos y 
embriones. (Baggio, 2008) 
 
Este último método presenta algunas desventajas en relación a la transferencia de embriones 
como: el costo es muy alto comparado con el de TE, la eficiencia es relativamente baja 
(Hasler 1998). El cultivo in vitro de embriones puede provocar una reducción en las tasas de 
gestación y mayores tasas de muerte perinatal (Gordon, 2006). 
 
2.2.1.   Obtención de los complejo cumulus oofurus (COC´s) 
La recuperación de ovocitos permite usar folículos pre ovulatorios, que bajo condiciones 
fisiológicas normales se tornarían en atrésicos, lo cual es de mucha importancia para lograr 
el máximo aprovechamiento del potencial genético de una donadora mediante 
procedimientos in vitro (Gordon y Lu, 1990). 
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Los ovocitos se pueden obtener post mortem por medio de la aspiración de los folículos con 
una aguja y/o bomba de succión, a un costo reducido que cuando se emplean aparatos 
electrónicos. Sin embargo, no se conoce si los folículos recuperados, están en fase de 
crecimiento o regresión, lo que afectaría la calidad de los ovocitos logrados (Palma, 2001).  
 
Otra manera de obtener ovocitos es a través de procesos de aspiración folicular in vivo (OPU 
–Ovum pick up), permitiendo su obtención de hembras mayores de 6 meses, preñadas, o 
después del parto, vacas adultas en varios estados fisiológicos es: cíclicas, no cíclicas,  las 
que no responden a estímulos hormonales, también en animales viejos con desordenes 
reproductivos (Galli et al., 2001).  El OPU produce mayor porcentaje de embriones, y mayor 
número de embriones transferibles de aspiraciones realizadas semanalmente (Gibbons et al., 
1994). 
 
2.2.2. Clasificación de los ovocitos 
Los complejos cumulus-ovocito (COC) recogidos son clasificados en cuatro categorías, de 
acuerdo a las características basadas en su grado de compactación, presencia o  ausencia de 
la capa de células del cumulus que lo rodean, la homogeneidad y la transparencia del 
ooplasma, utilizando el sistema de  clasificación descrita por Leibfried y First (1979). Se 
consideran viables los de clasificación I y II, los III y IV son descartados. (Figura N° 1) 
 
 
 
Figura N° 1: Clasificación de los ovocitos: a) ovocito grado I, b) ovocito grado II, c) 
ovocito grado III, d) ovocito grado IV. 
 
Grado I: Presentan más de tres capas compactas de células del cúmulus que los rodean en 
toda su superficie. Presentan ovoplasma granulado y homogéneo y que llena completamente 
el espacio delimitado por la zona pelúcida.  
 
A B C D 
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Grado II: Se presentan rodeados parcialmente por tres capas compactas de células del 
cúmulus. Presentan ovoplasma granulado no homogéneo, (periferia clara y centro oscuro) y 
que llena completamente el espacio delimitado por la zona pelúcida   
 
Grado III: Se encuentran rodeados por células del cúmulus expandidas. Presentan ovoplasma 
vacuolado, fragmentado y que no llena completamente el espacio delimitado por la zona 
pelúcida 
 
Grado IV: Ovocitos desprovistos de células del cúmulo con granulación citoplasmática y 
color anormal o células expandidas con aparición de apoptosis 
 
2.2.3. Maduración de ovocitos 
Durante la vida fetal, los ovocitos de los mamíferos comienzan con el proceso de meiosis 
hasta llegar a la etapa de la profase I, para luego entrar en una fase estacionaria y  reanudar 
la  maduración durante la pubertad en respuesta a los estímulos de las gonadotropinas, es así 
que la  maduración in vivo depende de la estimulación hormonal preovulatória del folículo 
por hormonas como las hormonas folículo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) (Pieterse 
et al., 1988). Después del pico de LH preovulatoria ocurre la reanudación de la secuencia de 
eventos que culminan en la maduración nuclear. En paralelo, y de forma independiente, el 
ovocito debe pasar a través de una maduración citoplasmática, necesaria para asegurar su 
fertilización y  desarrollo posterior en embrión (Thibier, 2004). Al ser sometidos a la 
maduración, los ovocitos, reanudan la meiosis y aproximadamente el 90 por ciento de ellos 
alcanzan la etapa de metafase II y expulsan el primer cuerpo polar, entre las 16 y 24 horas 
de comenzada la maduración (Ahuja et al., 2009).  
 
En el procedimiento in vitro, existe el fenómeno conocido como maduración meiótica 
espontánea, lo que lleva a la maduración nuclear independiente de estímulo gonadotropina. 
Básicamente, el medio más utilizado para la maduración es el TCM-199 tamponado con 
bicarbonato y suplementado con suero fetal bovino (FBS), antibióticos, piruvato y 
hormonas; además de contener algunos factores de crecimiento, tales como el Factor de 
Crecimiento Epidérmico (EGF) o el Factor de Crecimiento Insulínico tipo 1 (IGF-1) 
utilizados para disminuir la apoptosis, promoviendo la mejora de la calidad de los ovocitos 
madurados in vitro (Sirard et al., 2006). Varios compuestos con efectos antioxidantes se han 
utilizado con el fin de disminuir la formación de radicales libres que causan graves daños a 
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los embriones cultivados in vitro. Van Soom et al. (2002) demostraron que la 
suplementación del medio de maduración in vitro (IVM) con  cisteamina mejora el desarrollo 
y la calidad del embrión. 
 
Actualmente, la maduración in vitro presenta altos niveles de eficiencia, siendo posible 
obtener el 80-90 por ciento de los ovocitos  madurados y en condiciones de proseguir a su 
fecundación y comenzar a dividirse, al menos hasta el estadio de 2 a 4 células (Sirard et al., 
2006). Sin embargo, sólo un 25-40 por ciento alcanza el estadio de blastocisto o blastocisto 
expandido, luego de su cultivo durante 6-7 días (Mucci et al., 2006). Sin embargo, a pesar 
de que los ovocitos madurados in vitro muestran tasas de maduración nuclear, fecundación 
y división embrionaria similares a los madurados in vivo, su capacidad de desarrollo es 
significativamente inferior. Mientras que el 85% de los ovocitos madurados in vivo son 
capaces de dar origen a un embrión, solo un tercio de los ovocitos madurados in vitro 
obtienen esa capacidad. Esta diferencia se debería fundamentalmente al origen de los 
ovocitos (Blondin et al., 2002). El origen de los ovocitos madurados in vitro es muy 
heterogéneo ya que se obtienen de folículos subordinados o en crecimiento, que  no llegan a 
completar su maduración o capacitación, lo que si ocurre in vivo en los folículos dominantes 
y mediante lo cual alcanzaran la capacidad de desarrollo completo (Hyttel et al., 1997). 
 
 La fertilización in vitro – FIV 
El espermatozoide bovino es una célula altamente especializada, con capacidad de fertilizar 
al ovocito, sin embargo previo al evento de fecundación, este debe someterse a una serie de 
cambios bioquímicos para lograr el llamado estado de empoderamiento (Bousquet et al., 
1999). Varias proteínas producidas por las vesículas seminales se unen a la superficie del 
espermatozoide en la eyaculación  in vivo; estas proteínas son eliminadas en el momento en  
que el esperma entra en contacto con el líquido existente en los cuernos uterinos.  Después 
de la eliminación de estas proteínas, el espermatozoide está listo para fecundar (Gordon, 
2003) 
 
La fertilización resume dos eventos iniciados por la penetración del espermatozoide a través 
de las diferentes capas celulares y no celulares que rodean al ovocito y culminan con la 
formación de ambos pronúcleos. La fecundación in vitro, es el procedimiento por el cual los 
ovocitos maduros son cultivados junto con los espermatozoides y así fecundados (Palma, 
2001). 
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2.2.4. Selección y capacitación espermática 
En condiciones naturales el tracto reproductivo de la hembra puede ser considerado como 
un órgano con doble acción selectiva, primero al permitir la separación de espermatozoides 
del plasma seminal y subsecuentemente en proveer barreras para evitar el paso de 
espermatozoides anormales (Taylor, 2008).  
 
Varios mecanismos se han sugerido para imitar la selección de espermatozoides de buena 
calidad en el tracto reproductor femenino y así ajustarse a la definición de la biomimética 
(uso de tecnologías y/o procesos que imitan a un evento de origen natural). Estos 
mecanismos, activa o pasivamente, filtran espermatozoides del plasma seminal, imitando así 
el efecto de su migración lejos del sitio de deposición del semen, o permitiendo la elección 
de la mejor calidad de los espermatozoides del resto del eyaculado, como puede ocurrir en 
la unión útero-tubárica y en los oviductos in vivo (Morrell y Rodríguez-Martínez, 2009).  
 
Existen varios métodos para la selección de espermatozoides y la selección de uno de estos 
depende no sólo de asegurar su motilidad, sino también de la complejidad de la técnica, el 
material, equipo requerido, el tiempo y los costos (Mortimer et al., 1997). 
 
La selección de espermatozoides no sólo es necesaria para remover el plasma seminal y 
crioprotectores, sino que también es utilizada para obtener una fracción de espermatozoides 
con un mínimo de 70 por ciento de movilidad rectilínea progresiva de una muestra de semen 
(Urrego et al., 2008). 
 
Se demostró con éxito que los programas de producción de embriones in vitro están 
estrechamente relacionados con el uso de toros previamente seleccionados con alta fertilidad 
(Xu et al., 2006). La capacitación de los espermatozoides implica varias reacciones 
bioquímicas y cambios en la membrana plasmática; entre los cambios, se resalta el aumento 
de la fluidez y permeabilidad de la membrana plasmática para facilitar la reacción del 
acrosoma y liberación de enzimas acrosomales que promueven la digestión de la zona 
pelúcida. Para que este cambio ocurra in vitro se añaden agentes condensadores como la 
heparina y el calcio ionóforo (Assumpção et al., 2002). 
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2.2.5. Análisis seminal 
El semen es uno de los fluidos biológicos más variables que existe (Lewis et al., 1997), ya 
que los espermatozoides son capaces de cambiar su comportamiento en respuesta a pequeños 
cambios ambientales, como métodos de procesamiento, conservación, temperatura, entre 
otros; por ello, la  reproducción animal se enfrenta a un gran reto a la hora de valorar la 
calidad seminal y comparar sus resultados con los de otros estudios, debido en parte a la 
ausencia de un protocolo estándar de valoración (Gravance et al., 1998). Así, se propone que 
el mejor indicativo para evaluar la capacidad fecundante de una muestra de semen es la tasa 
de división embrionaria (clivaje), mientras que la tasa de blastocisto (desarrollo embrionario 
temprano) depende de múltiples factores y, en gran medida, de las condiciones de cultivo 
(Rodríguez et al., 2008). 
 
El análisis de semen ideal, sería aquél que de forma sencilla y eficaz permitiera predecir su 
capacidad fecundante. Las cualidades que deben tener los espermatozoides de un eyaculado 
fecundante son: motilidad progresiva, morfología normal, metabolismo energético activo, 
integridad estructural, funcionalidad de la membrana, capacidad de penetración y 
transferencia óptima del material genético. Sin embargo, este análisis integral es muy difícil 
de desarrollar, debido a la enorme complejidad inherente a la función espermática (Amann, 
1989). 
 
La evaluación de la motilidad, concentración y anomalías morfológicas, se consideran como 
esenciales para detectar la posibilidad de penetración a las células del cúmulo;  sin embargo, 
no pueden considerarse indicadores reales de la capacidad fecundante de los 
espermatozoides, por tratarse de pruebas  subjetivas, y por lo tanto sujetas a variaciones de 
acuerdo con el técnico que la realiza y sus capacidades (Machado, 2009). 
 
Actualmente, el análisis seminal clásico ha mejorado con la introducción de nuevas técnicas 
analíticas procedentes de otros campos de la investigación científica. Así, el estudio de la 
motilidad, concentración, que anteriormente se hacían de manera subjetiva, pueden 
realizarse por métodos de análisis computarizados (informáticos), los cuales atenúan, en gran 
parte, el factor subjetivo del análisis seminal clásico y garantiza una mejor correlación con 
la real capacidad fecundante del espermatozoide (Graham, y Mocé, 2005). 
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a. Sistema computarizado de análisis de semen  
El sistema de análisis seminal de manera objetiva fue introducida al mercado a principios de 
los años 80, originalmente para la evaluación de semen humano, los sistemas C.A.S.A 
(Computer Assisted Sperm Analysis) se han ido perfeccionando y modernizando; en 
consecuencia, comenzaron a utilizarse cada vez con más frecuencia en veterinaria, con 
énfasis en la especie bovina, tanto en el ámbito de la investigación como en el de la industria 
y los centros de inseminación artificial (Krause, 1995; Mortimer, 2000; Verstegen et al., 
2002). 
 
Un sistema C.A.S.A consta de varias unidades interdependientes: un microscopio de 
contraste de fases conectado a una cámara de vídeo, que envía la imagen desde el 
microscopio a un monitor de TV. Posteriormente, la imagen es enviada desde el monitor a 
un ordenador, donde un analizador digital de imagen captura varias fotografías seriadas de 
cada campo microscópico seleccionado, normalmente en menos de 1 segundo. El software 
discrimina a los espermatozoides de otras partículas que puedan aparecer en la imagen por 
su tamaño, y analiza la trayectoria recorrida por cada espermatozoide individual durante esa 
fracción de segundo. (Krause, 1995; Mortimer, 2000; Verstegen et al., 2002). 
 
Los programas diseñados para estos equipos incluyen una serie de parámetros descriptores 
del movimiento espermático que son comunes a todos los sistemas C.A.S.A. Uno de los 
parámetros más utilizado es el porcentaje de motilidad total o de motilidad progresiva: en 
función de su velocidad curvilínea (VCL) o de su velocidad media (VAP), los 
espermatozoides son clasificados en estáticos, móviles progresivos o móviles no 
progresivos; y dentro de los móviles, en rápidos, medios y lentos. Al final del proceso, el 
C.A.S.A proporciona toda una serie de datos relativos a la velocidad y trayectoria de cada 
espermatozoide individual, con lo que permite obtener información precisa, objetiva y 
repetible, sobre el porcentaje de células móviles presentes en la muestra y la calidad media 
de ese movimiento (Amann, 1989; Anzar et al., 1991). 
 
 
2.2.6. Cultivo de ovocitos 
Los primeros medios permitían el desarrollo de los embriones bovinos hasta la etapa de 8 
células. En un intento de superar este bloqueo, hubo un aumento significativo en la 
implementación del sistema de co-cultivo con células somáticas, responsables de secretar 
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factores embriotróficos in vitro indispensables para simular el ambiente uterino (Thompson 
et al., 2000).  
 
Varios estudios muestran que diferentes tipos de células se pueden usar en el co-cultivo, 
como células uterinas, de la granulosa, del oviducto, cúmulos, entre otros (Hasler, 2000). 
Una alternativa a los sistemas de co-cultivo es el uso de fuentes de proteínas, ya que estos 
aumentan la cantidad y la calidad de las estructuras del embrión para llegar a la etapa de 
blastocisto (Rorie et al., 1994). Suplementación que parece reducir la embriotoxicidad 
causada por productos del metabolismo del embrión. Entre las fuentes de proteínas 
utilizadas, en la mayoría de los sistemas de cultivo in vitro, se tienen el suero fetal bovino 
(FBS) y albúmina de suero bovino (BSA); el suero se presenta como una mezcla compleja 
de sustancias y factores de crecimiento, que desempeña un papel importante en el desarrollo 
embrionario (Holm et al., 1999).  
 
Los medios cercanos a las condiciones fisiológicas tienen en cuenta las necesidades 
nutricionales de acuerdo a las diferentes etapas de desarrollo embrión, ya que este cambia 
sus exigencias nutricionales de acuerdo con su etapa de desarrollo. Niveles altos de glucosa 
y aminoácidos son beneficiosos para mórulas y blastocistos, y muy perjudiciales para la fase 
previa entre las dos y ocho células; condiciones que deben tomarse en cuenta para generar 
una adecuada tasa de desarrollo fetal (Gardner, 1996). 
 
2.2.7. Constituyentes de los medios de cultivo 
a. Agua 
Mayor componente de los medios de cultivo (>98 por ciento), su calidad tiene un profundo 
efecto sobre el desarrollo de los embriones in vitro. El restante 1-2% son iones inorgánicos, 
amino ácidos, carbohidratos, vitaminas, antioxidantes, hormonas y factores de crecimiento, 
cuya pureza química es muy importante; no obstante, aún cuando los medios de cultivo 
cuenten con agua de óptima calidad, son muy dependientes de los cambios de temperatura, 
pH, osmolaridad, concentración del  gas, y la cantidad de embriones contenidos en un 
determinado volumen de medio de cultivo (Whittingham, 1971). 
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b. Iones inorgánicos  
Las funciones de los iones inorgánicos son catalíticas y fisiológicas. La composición iónica 
de la mayoría de los medios de cultivo se basa en el análisis bioquímico del líquido oviductal 
(Tervit et al., 1972). La composición es generalmente de cloruro de sodio, necesario para 
regular la osmolaridad del medio, calcio y potasio, esenciales para el desarrollo embrionario. 
La ausencia de calcio en el medio de cultivo resulta en una reducción de las divisiones 
embrionarias y en una incapacidad para la compactación de las mórulas (Kim et al., 1993). 
 
c. Substratos energéticos 
Las fuentes de energía más comunes en el medio de cultivo son el lactato, el piruvato y la 
glucosa. Todos estos substratos se han encontrado en el líquido oviductal, sus funciones 
difieren en los medios de cultivo de las diferentes especies animales y estadíos de desarrollo 
embrionario. En los estadios más tempranos (embriones de 1-2 células) se utiliza el piruvato 
y/o el lactato pero no la glucosa (Gutiérrez et al., 2001). Otras fuentes de energía, además 
de la glucosa, son utilizadas a partir del estadio de 8 células (Rieger et al, 1992).  
 
d. Aminoácidos y vitaminas 
Los aminoácidos sirven como fuente de energía, tampones intracelulares del pH, y como 
“pool” para la síntesis proteica. Se ha demostrado que la retirada de ciertos aminoácidos, así 
como la inclusión de otros pueden llegar a mejorar las condiciones de cultivo (Gardner, 
1996). Muchos aminoácidos, como la fenilalanina, tirosina, lisina, valina y treonina son muy 
poco utilizados por las células embrionarias, mientras que otros, como la glutamina, son 
activamente metabolizados y muy utilizados como fuente de energía durante el desarrollo 
embrionario (Rieger et al., 1992).  
 
Las vitaminas juegan un importante papel como coenzimas en el metabolismo de los 
carbohidratos y de los aminoácidos, igualmente está demostrado que las vitaminas 
hidrosolubles son necesarias para la expansión del blastocisto y la salida de la zona pelúcida 
(Takahashi y First, 1992).  
 
e. Hormonas 
Existe clara evidencia de que algunas hormonas, como es la insulina, tienen un gran efecto 
sobre el desarrollo de los embriones. Su adición a los medios de cultivo resulta en un 
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incremento de las tasas de desarrollo morfológico y del transporte de glucosa al blastocisto 
(Gardner, 1996). La suplementación con hormonas, tales como LH, FSH y estradiol 17β, en 
los medios de maduración de los ovocitos bovinos, ofrecen efectos beneficiosos sobre el 
porcentaje de complejos cúmulo-ovocito (COC) que son capaces de completar la ma-
duración meiótica con el consecuente desarrollo in vitro (Saeki et al., 1991). 
 
f. Antibióticos 
Los medios de cultivo suelen ser complementados de forma estandarizada por 0.1% de 
antibióticos para suprimir el crecimiento de microorganismos contaminantes y para prevenir 
la expansión de patógenos (Riddel et al, 1985). 
  
2.2.8. Requerimientos fisiológicos  
a. pH  
El pH del medio de cultivo debe estar entre 7.2 y 7.4; mientras que en los medios de 
fecundación se recomienda un nivel ligeramente superior (7.6 - 7.8). La adición de suero 
fetal y albumina sérica bovina, tiende a bajar el pH en 0.1. Muchos medios para cultivos 
contienen niveles de bicarbonato que controlan el pH y son normalmente equilibrados con 
el gas, previo a realizar el cultivo, lo que genera que el mismo se mantenga alrededor del 7.4 
(Kim et al., 1993).  
  
b. Gas ambiente 
La presencia  de  oxigeno es indispensable en el desarrollo del embrión, debido a que 
previene de la formación de radicales libres, que provocan la peroxidación de lípidos 
contenidos en los embriones, lo que resulta en daños en los embriones bovinos (Nagao et 
al., 1994). 
 
Nagao et al., (1994) encontraron una mayor tasa de producción y mejora de la calidad del 
embrión cuando el cultivo se realizó con 5 por ciento de O2. Se demostró más tarde que la 
concentración de O2 en el útero de los mamíferos se encuentra en el intervalo de 5 a 8% 
(Gardner, 1996). 
 
La interacción entre el medio de cultivo y la atmósfera gaseosa se presenta como un elemento 
altamente estratégico en la producción de embriones in vitro. El CO2 utilizado en el cultivo 
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de embriones varía entre el 5% -7%, mantener este nivel es importante para el éxito de la 
producción in vitro de embriones, ya que los aumentos disminuye el desarrollo embrionario 
(Yuan et al., 2003; Kitagawa et al., 2004). 
 
Cuando existe una mayor concentración de CO2, mayor es la acidez del medio, la exposición 
de cigotos a un pH alto reduce significativamente su capacidad de desarrollarse a blastocisto, 
entonces es necesario evitar las fluctuaciones del pH durante la manipulación y cultivo 
(Gardner, 1996). 
 
2.2.9. Efectos del cultivo in vitro sobre la calidad del embrión  
Entre todas las etapas involucradas en la producción de embriones in vitro, el cultivo es el 
que ejerce un efecto mayor sobre su desarrollo, morfología y metabolismo, ya que los 
embriones se mantienen en el medio de cultivo por un máximo de ocho días (Thompson, 
1997); estando expuestos a una variedad de situaciones que normalmente no se producen en 
su desarrollo in vivo, que pueden silenciar o potenciar la expresión de un gen, 
particularmente en un momento crítico de desarrollo (Niemann et al, 2000). 
 
Los efectos perjudiciales del cultivo en condiciones subóptimas pueden ser percibidos por 
la dificultad de que los embriones sean criopreservados o concretar la preñez (Lonergan et 
al., 2003). Los medios de cultivo no sólo influyen en el desarrollo embrionario, sino también 
en la respuesta embrionaria post descongelación, es así que la viabilidad de los embriones 
criopreservados por el método convencional o la vitrificación varía (Nedambale et al., 2004). 
Por lo tanto, al mejorar el cultivo se puede conducir a mayores tasas de supervivencia de los 
embriones después de criopreservación (Vajta et al., 1996). Una amplia variedad de sistemas 
de cultivo se ha aplicado para producción de embriones in vitro, tanto a nivel comercial 
como experimental (Marquant et al, 1998). Entre los componentes añadidos a los medios, 
para mejorar el desarrollo, está la proteína (albúmina de suero) y suero fetal bovino 
(Lonergan et al., 2006). 
 
2.2.10. Suero  fetal bovino (FBS) en el cultivo in vitro de embriones 
La adición de suero en el medio de maduración y de cultivo in vitro (MIV y IVC, 
respectivamente), aumenta la eficiencia de su producción, debido al aporte de nutrientes, 
vitaminas, factores de crecimiento, hormonas, y componentes antioxidantes, que 
contribuyen a la maduración del ovocito y al desarrollo embrionario (Hoshi, 2003); 
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asimismo, proporciona factores de crecimiento, sustratos de energía, así como protección  
contra radicales libres, que generalmente mejoran la tasa de producción de blastocitos 
(Gomes y Diez, 2000); acelera la cinética de su desarrollo, después de la primera división 
celular, promueve la blastulación y aumenta el porcentaje total de blastocistos con un mayor 
número de células, y además incrementa la tasa eclosión (Lonergan et al., 2003).  
 
Sin embargo, la presencia de suero en el medio de cultivo puede inducir a la acumulación 
anormal de lípidos, haciéndolo sensibles a problemas de criopreservación (Abe et al., 1999 
y Hoshi, 2003), la razón por lo cual esto ocurre no se conoce por completo. De acuerdo con 
Abd El Razek et al. (2000), este aumento se produce principalmente por la síntesis de 
triglicéridos que altera el metabolismo de lípidos mitocondrial, conllevando a un mayor 
almacenamiento citoplásmico (Abe y Hoshi, 2003).  
 
2.3. DESARROLLO EMBRIONARIO 
Muchos eventos importantes se producen durante el desarrollo embrionario, desde la etapa 
de cigoto a la formación de blastocisto. Esto incluye la activación del genoma embrionario 
en la etapa de entre 08 - 16 células; compactación de mórula en el día 5, que implica el 
establecimiento del primer contacto célula-célula y la formación de blastocisto, entre los días 
6 y 7, que establece la diferenciación de los dos tipos de células: el trofoblasto y la masa 
celular interna (Lonergan et al., 2003). Para el desarrollo adecuado, un embrión debe ser 
capaz de responder a los cambios en su medio ambiente. Los estudios de las respuestas del 
embrión a diversos cambios en su microambiente como: calor, pH, anoxia, entre otros, aún 
es reducida (Chandolia et al., 1999). 
 
2.3.1. Etapas del desarrollo del embrión 
- Mórula: masa de al menos 16 células, cuyos blastómeros son difíciles de diferenciar 
individualmente. La masa celular del embrión ocupa la mayor parte del espacio 
perivitelino. 
- Mórula compacta: masa compacta cuyos blastómeros individuales se han unido. La 
masa del embrión ocupa 60 a 70% del espacio perivitelino. 
- Blastocisto temprano: se observa en el embrión una cavidad llena de fluido denominada 
blastocele. El embrión ocupa el 70 a 80% del espacio perivitelino. A principios de esta 
etapa de desarrollo, el embrión puede aparecer de dudosa calidad. 
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- Blastocisto: evidencia pronunciada diferenciación de la capa exterior y el trofoblasto de 
la masa celular interna se aprecia más compacto y más oscuro. El blastocele es muy 
prominente, ocupa la mayor parte del espacio perivitelino. 
- Blastocisto expandido: el diámetro total del embrión aumenta dramáticamente, con un 
adelgazamiento concurrente de la zona pelúcida a aproximadamente un tercio de su 
espesor original. 
 
2.3.2. Evaluación de calidad 
La International Embryo Transfer Society (IETS), clasifica los embriones de acuerdo a los 
criterios desarrollados por Linder y Wrigth (1983). La IETS asigna códigos que evalúan la 
calidad del embrión, los que varian de "1" a "4", (Fifura N° 2) de la siguiente manera: 
a. Código 1: Excelente o bueno. Masa simétrica y esférica. Embrión con blastómeros 
individuales (células) uniformes en tamaño, color y densidad; consistente con la etapa 
de desarrollo esperado. El 85% del material celular del embrión debe estar intacto, 
viable. 
b. Código 2: En forma general, irregularidades moderadas en la masa del embrión, tamaño, 
color y la densidad. Al menos el 50% del material celular del embrión debe estar intacto, 
viable. 
c. Código 3: Pobre. Irregularidades en forma de la masa embrión y el tamaño, el color y la 
densidad. Al menos el 25% del material celular del embrión debe estar intacto, viable. 
d. Código 4: Embriones degenerados, con células no viables. 
 
 
Figura N° 2: Mórulas compactas: a) Código 1, b) Código 2, c) Código 3, d) Código 4. 
(Lindner y Wright, 1983) 
 
El Manual de la IETS aclara que la evaluación visual de los embriones es una evaluación 
subjetiva de un sistema biológico, no es una ciencia exacta.  
 
A D C B 
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2.3.3. Diferencias entre los embriones producidos in vitro e  in vivo  
Los embriones producidos in vitro muestran significativa diferencia de los producidos in 
vivo, en metabolismo, morfología, densidad,  número de las células, alteración estructural de 
la zona pelúcida (más resistente a la eclosión), menor grado de compactación celular, incremento 
del contenido lipídico intracelular (Mohan et al, 2002; Lonergan et al. 2006); además de 
presentar el  citoplasma oscuro, blastómeras más hinchados, tasa crecimiento  lento (Fair et 
al., 2001), mayor sensibilidad a la congelación, y menor capacidad de soportar la 
criopreservación (Fair et al., 2001; Leoni et al., 2002).  Los embriones in vitro tienen tasas 
de preñez significativamente menores que los producidos in vivo (Dobrinsky, 2002). 
 
Es aceptable que los embriones producidos in vitro tengan menor calidad que los producidos 
in vivo, ya que sus condiciones de la producción no simulan perfectamente el medio en que 
se desarrolla un embrión in vivo (Lonergan et al., 2006). Sumando a esto las  condiciones 
subóptimas  en las que se desarrolla el ovocito durante la maduración in vitro (MIV), 
fecundación in vitro (FIV), sistema de cultivo embrionario, y el uso de medios para la 
producción  in vitro. Cuanto más se prolonga el tratamiento de los embriones in vitro, 
mayores son sus diferencias con los producidos in vivo (Rizos et al., 2008). Condiciones que 
pueden influir en su supervivencia después de la crioconservación; observándose retraso en 
la compactación de los blastómeros, cambios en la expresión génica, aumento de la cantidad 
de lípidos, que a su vez pueden contribuir al aumento de su sensibilidad térmica (Pugh et al., 
2000). Es así que la incidencia de apoptosis es mayor, probablemente inducida por el estrés 
causado por el cultivo in vitro (Levy et al., 2001). 
 
2.4. CRIOBIOLOGÍA 
La criología se encarga del estudio de los procesos de criopreservación, que tiene  como 
objetivo el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad celular a temperaturas bajo cero, 
generalmente entre -80 y -196 ºC.,  lo que permite disminuir las funciones vitales del embrión 
y mantenerlo en condiciones de vida suspendida de manera indefinida; habiéndose 
convertido en una herramienta tecnológica esencial de la reproducción asistida y la 
biotecnología (Mazur, 2012). Las células embrionarias deben permanecer sin daño y 
fisiológicamente funcionales, para lo cual los embriones al ser congelados, primero son 
suspendidos y equilibrados en una solución conteniendo agentes crioprotectores (Leibo y 
Loskutofo, 1993). 
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2.4.1.  Criopreservación  
La criopreservación tiene como objetivo mantener el metabolismo celular en un estado de 
quiescencia, lo que permite el almacenamiento de células y tejidos indefinidamente 
(Rodrigues, 1992). Uno de los principios básicos de la criopreservación es la eliminación del 
agua de las células, como sea posible, antes  de proceder con la congelación, evitando la 
formación de cristales de hielo, con el  consiguiente daño a las estructuras celulares  (Seidel, 
1986; Pickett 1986). 
La congelación provoca un aumento de la osmolalidad en la célula. En respuesta a esta 
tensión, el agua sale de la célula y entra en el soluto, es así como termina el proceso cuando 
la concentración de soluto se vuelve lo suficientemente grande como para evitar cambios 
futuros por la congelación (Pugh et al., 2000). 
 
Al conservar embriones a temperaturas extremadamente bajas (-196 °C en nitrógeno líquido) 
es posible detener casi por completo la actividad enzimática intercelular, respiración celular, 
metabolismo, crecimiento, multiplicación, etc; es decir, se reduce drásticamente la actividad 
fisiológica de la célula. De esta manera es posible almacenar embriones durante un largo 
período sin afectar su viabilidad (Ávila et al., 2006). Sin embargo, no es un proceso exento 
de problemas, ya que puede inducir variaciones en las propiedades químicas, biológicas, que 
pueden alterar las membranas celulares y los organelos. La mayoría de las células de 
mamíferos mueren cuando se exponen a bajas temperaturas, a menos que previamente hayan 
sido expuestas a una solución que las proteja (crioprotectores), y a rangos de enfriamiento y 
calentamiento específicos (Ávila et al., 2006). 
 
Para encontrar las condiciones ideales para la criopreservación de embriones, es esencial 
conocer los mecanismos por los que los embriones son dañados en cada protocolo o 
procedimiento (Massip et al., 1995). Los métodos de congelación tratan de mantener un 
delicado equilibrio entre los diversos factores perjudiciales tales como: la formación de 
cristales de hielo, choque osmótico, efectos tóxicos de crioprotectores, ruptura de la zona 
pelúcida  y los cambios en el citoesqueleto y orgánulos celulares (Seidel, 2006). Palasz y 
Mapletoft (1996) se refirieron a la importancia de inducir la cristalización en el  medio 
extracelular ("siembra") que precede a la congelación del medio que contiene los embriones. 
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Los embriones congelados permiten utilizar eficientemente donantes y receptoras, 
facilitando el progreso genético a bajo costo; permitiendo la comparación de los valores de 
cría del embrión y el de su transporte, frente a los animales en pie, transferir algunos 
embriones y conservar el resto hasta tener receptoras disponibles en el momento apropiado 
(Celestinos y Gatica, 2002). 
 
La técnica de criopreservación de embriones de mamíferos más utilizada a nivel mundial es 
la congelación lenta o estándar, la cual hace uso de equipos programables que descienden la 
temperatura a una tasa constante; sin embargo, la implementación de técnicas avanzadas de 
criopreservación como la vitrificación, surgen como una alternativa factible, ya que no se 
requieren de los equipos descritos anteriormente (Fahy, 1985). 
 
2.4.2. Características de los embriones producidos in vitro relacionados a baja 
congelabilidad 
Los embriones in vitro criopreservados tienen la tasas de sobrevivencia bajas en relación a 
las de embriones producidos in vivo (Alvarenga et al., 2007). La razón de esta variación es, 
probablemente, por las características físicas, que hacen que los embriones in vitro sean más 
sensibles cuando están expuestas a bajas temperaturas (Dinnyés y Nedambale, 2009). Se dan 
diferencias morfológicas, como el aumento de vacuolas (Shamsuddin et al., 1992), mayor 
fragilidad de su zona pelúcida, menor número de blastómeros de la masa celular interna 
(Rizos et al, 2002), cambios en la expresión génica (Lonergan et al., 2003), mayor incidencia 
de apoptosis, y aumento en contenido citoplásmico de lípidos (Massip et al., 1995). Por estas 
razones, y especialmente la última, la criopreservacion disminuye  en gran medida la 
viabilidad de los embriones in vitro (Pereira y Marques, 2008). 
 
A pesar de la amplia investigación desarrollada para aumentar la producción de blastocistos 
en los laboratorios, la calidad de los embriones producidos in vitro, en términos de 
supervivencia después de la criopreservación, se ha mantenido por debajo de la lograda con 
los embriones producidos in vivo (Rizos et al., 2002). La supervivencia, después de la 
criopreservación de los embriones producidos in vitro, está relacionada con la calidad del 
embrión (Lonergan et al, 2006) y la calidad del crioprotector utilizado (Agca et al., 1996).   
 
La obtención de mayor número de embriones in vitro criotolerantes va más allá de los 
cambios en los protocolos de criopreservación, ya que también implica cambios en los 
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sistemas de cultivo empleados en el proceso. Leibo y Loskutofo (1993), eliminaron 
parcialmente las gotas de lípidos del embrión por centrifugación, obteniendo mejoras en la 
supervivencia después de la criopreservación. El mecanismo por el cual los lípidos 
disminuyen la capacidad de los embriones a sobrevivir a la criopreservación aún no está 
plenamente establecido (Leibo, 2008).  
 
2.4.3. Tasa de enfriamiento 
El tiempo es un factor importante, ya que las células podrían ser sometidas a diferentes tasas 
de enfriamiento: lenta, moderada, rápida. Ésta ejerce un profundo efecto en la manera como 
se forman los puentes de hidrogeno (núcleos de hidrógeno), y por consiguiente la formación 
de  cristales de hielo. En tasas de enfriamiento lento, la unión de los puentes de hidrogeno 
crece lentamente en grandes cristales, en tasas de enfriamiento más elevadas, la unión y re 
acomodación  de las moléculas de hidrogeno es mínima  de manera que los cristales son 
mucho más pequeños  (Leibo y Loskutofo, 1993). 
 
El proceso de congelación se da a una temperatura de 0°C con la presencia de núcleos, que 
son grupos de moléculas unidas por puentes de hidrógeno que facilitan la cristalización 
(Vajta, 2000). Una vez iniciada la cristalización se da la liberación de energía, necesaria para 
alcanzar el punto de congelación, momento donde casi toda el agua en estado líquido es 
convertida a hielo (Ávila et al., 2006). 
 
2.4.4.  Crioprotectores 
Independientemente de la técnica de congelación, todos los métodos de criopreservación 
requieren la presencia de un crioprotector, cuya función es proteger las células y tejidos 
durante la congelación y calentamiento (Leibo et al., 1973). Durante los últimos años se han 
desarrollado diversas técnicas para la criopreservación de embriones; sin embargo, a pesar 
de los efectos beneficiosos de los crioprotectores, no hay técnica de criopreservación que 
permita una supervivencia del 100 por ciento, después de la congelación y descongelación 
(Arnold et al., 1983). Los crioprotectores son generalmente diluidos en solución salina 
tamponada con fosfato (fosfato Buffered Saline - PBS). Sin embargo, también se han 
reportado medios como TCM-199 (medio de cultivo tisular - 199), TCM-199 / Hepes 
(Hamano et al, 1992 y Vajta et al., 1998). 
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Los crioprotectores previenen la deshidratación total y la degeneración proteica, causada por 
la congelación del agua intra y extracelular durante el proceso (Saha et al., 1996). Las 
diferencias en las dimensiones moleculares de los agentes crioprotectores, tanto como las 
propiedades de las membranas celulares, hacen que estos tengan diferentes tasas de 
permeabilidad hacia las células. Además, los diferentes estadios de desarrollo embrionario, 
desde ovocito hasta cigoto, varían el grado de permeabilidad para un mismo agente 
crioprotector. Finalmente, los embriones u ovocitos de diferentes especies animales, aun 
siendo del mismo estadio de desarrollo embrionario, también exhiben diferencias en la 
permeabilidad frente al mismo agente crioprotector (Leibo y Loskutofo, 1993). 
 
Los crioprotectores se dividen en dos categorías: intracelular o permeable y extracelulares o 
no permeables. Una de las funciones de los crioprotectores intracelulares es bajar el punto 
de congelación; estos proporcionan un tiempo más largo para que ocurra de la deshidratación 
de la célula, disminuyendo la formación de cristales de hielo intracelular y la prevención de 
daño tóxico y osmótico; entre los principales crioprotectores de este tipo se tiene al 
dimetilsulfóxido (DMSO), metanol, etanol, glicerol , etilenglicol, 1,2-propanodiol , amidas 
(Kasai, 1996 y Young et al., 1998). 
 
Los crioprotectores extracelulares incluyen azúcares como galactosa, glucosa, trehalosa, 
manitol, sorbitol y sacarosa. Por tener alto peso molecular permanecen en el medio 
extracelular y se usan asociados a crioprotectores intracelulares (Hasler et al, 1997).  Los 
crioprotectores extracelulares interaccionan con la membrana celular, ejerciendo una acción 
estabilizadora durante el cambio de un estado relativamente líquido a otro sólido (Seidel, 
1986). 
 
2.5. MÉTODOS DE CRIOPRESERVACIÓN  
Durante los últimos años se han desarrollado para la criopreservación de embriones varias 
técnicas, es así que diversas sustancias crioprotectoras se han utilizado en diferentes  
concentraciones y combinaciones.  (Landim e Alvarenga, 1995). Aun se sigue desarrollando 
investigaciones en criobiología, ya que este sigue siendo un desafío para asegurar la 
supervivencia después de la criopreservación de embriones cultivados in vitro en las tasas 
similares a los obtenidos con los producidos in vivo (Rizos et al., 2002).  
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Los ovocitos bovinos recuperados de ovarios de matadero se han convertido en una fuente 
ampliamente utilizada para procedimientos tales como la fecundación in vitro u otras 
tecnologías reproductivas relacionadas. En la actualidad ya es posible criopreservar ovocitos 
y embriones de algunas especies de mamíferos mediante los protocolos de congelación y 
vitrificación (Fahning y García, 1992). 
 
2.5.1.  Congelación lenta  o tradicional 
La congelación lenta, tiene una ventaja comparativa frente a los otros métodos de 
criopreservación, ya que permite la utilización de bajas cantidades de crioprotectores y la 
transferencia directa de los embriones después del descongelamiento (Volkel y Hu, 1992). 
Sin embargo, su capacidad de prevenir la formación de hielo es aún es limitada, y sus 
resultados in vitro son variables (Massip et al., 1995; Kaidi et al., 2001; Hasler, 2010) y 
menores, en comparación a los datos obtenidos en embriones in vivo (Dinnyes y Nedambale, 
2009). 
 
El método convencional o de congelación lenta  consiste en colocar los embriones en la 
solución de equilibrio de etilenglicol o glicerina como crioprotector, a temperatura ambiente;  
lo cual permite que el agua fluya hacía el exterior a través de la membrana plasmática y el 
contenido celular llegue a concentrarse, debido a la deshidratación gradual, minimizando la 
posible formación de cristales de hielo en el interior de la célula. La  curva de enfriamiento 
se realiza con la ayuda de una máquina de congelación, que puede ser programable (Mochida 
y Ogura, 2010). 
 
El procedimiento, adaptado por Niemann (1991), para la congelación de embriones 
considera:   i) el equilibrio de los embriones en el  crioprotector; ii) el llenado de los 
embriones en pajillas de  0,25 ml, con tres columnas centrales, separadas por dos columnas 
de aire, estando el embrión en la columna central; iii) ubicación de las pajillas en el 
congelador a -7 ° C; iv) inducción de la cristalización o seeding, después de 5 minutos, 
tocando el extremo superior con un elemento metálico enfriado en nitrógeno líquido, 
evitando el sobre enfriamiento; y, v) descenso de  la temperatura a 0,3 ° C por minuto hasta  
-32 ° C. Al alcanzar esta la temperatura, las pajillas pueden ser sumergidas directamente en 
nitrógeno líquido para su almacenamiento (Mochida y Ogura, 2010). Si el descenso térmico 
llegase a ser demasiado rápido, el agua no saldría de éstas células, lo que daría paso a la 
formación de cristales de hielo. 
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En la congelación lenta o convencional, los principales objetivos son equilibrar las células 
con los crioprotectores y minimizar la formación de grandes cristales de hielo (Mavrides y 
Morrol, 2002; Cuello et al, 2008). La congelación lenta busca mantener el balance entre la 
velocidad de enfriamiento (0.2-0.3ºC/min), la velocidad de deshidratación, y la velocidad de 
formación de núcleos de hielo, de manera que se produzca la penetración de un crioprotector 
en la célula, produciéndose un equilibrio osmótico y disminuyendo la formación de cristales 
de hielo (Vajta, 2000). 
 
2.5.2. Vitrificación   
La vitrificación es una técnica más simple y menos costosa, y requiere menos tiempo en 
relación a los demás métodos de congelación (Dobrinsky, 2002). Consiste en la 
solidificación de una solución a bajas temperaturas, no por cristalización, si no por elevación 
de su viscosidad llegando a una condición similar al vidrio, tomando de ahí su nombre; 
siendo necesario el aumento de la velocidad de enfriamiento y una alta concentración de 
crioprotectores, de manera que en conjunto eviten la formación de cristales de hielo, seguido 
de la inmersión directa en nitrógeno líquido (Martino et al., 1996 y Vajta, 2000). Necesita 
de concentraciones de crioprotectores mayor (4-8 M) a las utilizadas normalmente en el 
congelamiento (1-2 M) (Woods et al, 2004). Todo el procedimiento, desde el equilibrio hasta 
la inmersión en nitrógeno líquido no requiere más de 10 minutos. Esto representa una 
velocidad de enfriamiento de aproximadamente 2500ºC/min (Vajta, 2000). 
 
Debido a sus efectos benéficos, esta metodología ha tomado importancia en la 
criopreservación, no solo de embriones in vitro, sino también de ovocitos y embriones in 
vivo. Desde el primer procedimiento, realizado en mamíferos por Fahy en 1985, la 
vitrificación ha sufrido múltiples modificaciones, en el intento de simplificar sus 
procedimientos y mejorar las tasas de viabilidad. Inicialmente, varios de los estudios se 
enfocaron en la disminución los efectos tóxicos y osmóticos causados por las altas 
concentraciones de crioprotectores (Gonçalves et al., 2002 y Kasai y Mukaida, 2004).  
 
La disminución de los efectos tóxicos se obtiene a través del uso de crioprotectores menos 
tóxicos y de menores volúmenes y niveles de concentración, así como de su temperatura y 
tiempos de exposición (Kasai, 1996 y Liebermann et al, 2002). Sin embargo, si la exposición 
es demasiada corta, la penetración del crioprotector no será suficiente, generando la 
formación de hielo intracelular. Sobre esta base, muchos protocolos de vitrificación se han 
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desarrollado y cambiado con el fin de disminuir las lesiones en los embriones (Kasai, 1996 
y Kim et al., 2008). 
 
Entre los crioprotectores ampliamente utilizados se tiene al etilenglicol (EG). Sin embargo, 
varios experimentos sugieren que crioprotectores como 1-2 propanediol (PROH), glicerol 
(GLY), dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), y sus posibles combinaciones 
con otros crioprotectores, son igualmente candidatos para ser empleados en la vitrificación 
(Massip, 2003). La asociación comúnmente utilizada en vitrificación es la compuesta por 
EG y DMSO (Vajta y Nagy, 2006), sin embargo esta puede ser reemplazada por otro tipo de 
asociaciones de agentes crioprotectores, como el EG y PROH, obteniendo excelentes 
resultados en la vitrificación de embriones producidos in vitro y ovocitos inmaduros (Vieira 
et al., 2008). La adición de crioprotectores no permeables, tales como disacáridos (sucrosa, 
trehalosa) o macromoléculas (Ficoll), poilivinilalcohol (PVA), polivinilpirrolidona (PVP), 
igualmente van a ayudar en la reducción de la toxicidad de los crioprotectores, ya que  
disminuye los niveles de crioprotector dentro de las células (Liebermann et al., 2002; Kasai 
y Mukaida, 2004) 
 
Es necesario que el volumen de la solución vitrificante, donde se aloja el embrión, sea lo 
más pequeño posible, para lograr que la velocidad de enfriamiento sea lo suficientemente 
rápida, y evitar así la formación de cristales de hielo, la cual se ha de sumergir bruscamente 
en nitrógeno líquido donde se solidifica, de manera que el agua intracelular no tenga tiempo 
para ello, con consecuentes  daños a los organelos intracelulares, lo que incrementa su 
potencial de supervivencia (García et al., 2008).  
 
Los primeros dispositivos utilizados con éxito en la vitrificación de oocitos y embriones, 
fueron las pajuelas de inseminación, las cuales utilizaban grandes volúmenes de 
crioprotectores (>20 μL), que solo alcanzaban tasas de enfriamiento de 2500°C/min (Palasz 
y Mapletof, 1996). Posteriormente, con la invención de dispositivos de menor volumen (<5 
μL), se consiguió aumentar las tasas de enfriamiento hasta casi los 30.000°C/min; la mayoría 
de los cuales  permitieron además la disminución del contacto con los crioprotectores, 
reduciendo el daño tóxico y mecánico causado por la vitrificación. Entre los innumerables 
dispositivos creados están: i) la gota de tamaño mínimo (MDS) (Arav, 1992); ii) los electron 
microscope grids (EM) (Martino et al, 1996); iii) las pajillas abiertas y estiradas open-pulled 
straw (OPS) (Vajta et al, 1998); iv) los cryoloop (Lane et al., 1999); y, v) las micropipetas 
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plásticas de diámetro fino (Cremades et al., 2004). Entre estos, el envase más usado son las 
OPS, que permite tasas de enfriamiento de más de 20,000 °C/min; disminuyendo los daños 
tóxicos y osmóticos en las células (Vajta et al, 1998).  
 
Sin embargo, posteriores modificaciones de las OPS consiguieron aumentar aún más las 
tasas de enfriamiento, al utilizar para su fabricación diferentes materiales distintos al 
plástico. El plástico debido a sus características físicas, tiene una baja conductividad de 
calor, que limita las tasas de congelamiento, por lo tanto el uso de otros materiales con mayor 
conductividad, como el vidrio y el metal (Mezzalira et al., 1999), permiten aumentar el 
intercambio de calor y las tasas de enfriamiento, alcanzando velocidades de casi 
30.000°C/min. Varios autores, demostraron tal eficiencia, al alcanzar mayores tasas de 
congelamiento con micropipetas de vidrio y mayores tasas de sobrevivencia post-
vitrificación, debido a una mayor conductividad y la utilización de un menor volumen de 
crioprotectores (Cho et al., 2002).  
 
 
2.6.  FACTORES QUE DETERMINAN LA TOLERANCIA A LA 
CRIOPRESERVACIÓN 
La tolerancia a la criopreservación de los embriones puede depender de múltiples variables, 
que incluyen al mismo embrión y al procedimiento de laboratorio; si se les controla bien se 
puede tener éxito en la criopreservación de los embriones (Kaidi et al., 2001). Entre las 
principales variables se pueden señalar: 
 
a. Estadío del desarrollo embrionario 
Se ha demostrado que los embriones en las primeras etapas de desarrollo son muy 
susceptibles a la congelación, comparado a aquellos en estado de desarrollo más avanzado, 
de mórula y blastocisto; debido a que, al ser las blastómeras más pequeñas, la pérdida de 
agua es más eficiente (Guignot, 2005). Asimismo, se ha demostrado que la velocidad de 
penetración del crioprotector se incrementa a medida que el desarrollo embrionario progresa; 
varios investigadores coinciden en que el estadío que ofrece mejor viabilidad es el de 
blastocisto, que varía en la edad dependiendo de la especies (Leibo y Loskutofo, 1993). 
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b.  Contenido de Lípidos 
El contenido de lípidos de los embriones es un parámetro importante ligado tanto a la calidad 
como a su criotolerancia. Los cambios físicos de los lípidos sometidos a las temperaturas de 
congelación están entre las mayores causas de daño celular por criopreservación. No sólo 
los lípidos intracelulares, sino también la composición lipídica de las membranas 
contribuyen a la sensibilidad al enfriamiento.  En condiciones in vitro, el contenido de lípidos 
puede estar influenciado por el ambiente de cultivo del embrión, es así que se atribuye éste 
a la presencia del suero fetal bovino (Abe et al., 2002). Por esto, el cultivo de embriones en 
sistemas libres de suero fetal bovino reduce la acumulación de gotas lipídicas 
citoplasmáticas en  los blastocistos bovinos y mejora su resistencia a la criopreservación 
(Abe et al., 2002). 
 
c. Calidad Embrionaria  
 La calidad embrionaria es uno de los factores que afecta directamente al resultado de la 
criopreservación; sin embargo, la clasificación de los embriones es realizada en forma 
subjetiva tomando los criterios como color, número y densidad de las células, tamaño del 
espacio perivitelino, entre otros, de manera que no es exacta. Está  demostrado que la calidad 
del embrión es un predictor más exacto del éxito de la criopreservación  (Linder y Wrigth, 
1983). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1.   LUGAR DE ESTUDIO 
Las actividades experimentales del presente estudio se realizaron en el Laboratorio de Biotecnología 
Reproductiva – “Carlos Rodríguez Villegas” de la Universidad Nacional Agraria La Molina. 
 
3.2.   MATERIAL BIOLÓGICO 
a. Ovarios  
Se emplearon ovarios bovinos de animales beneficiados  en el camal Yerbateros; los ovocitos 
obtenidos fueron madurados, fecundados y cultivados in vitro. Los embriones producidos 
fueron distribuidos al azar para ambos métodos de criopreservación. 
 
b. Medios de cultivo 
Los diversos medios utilizados para el presente estudio fueron: 
 Búsqueda y aspiración de ovocitos: 
- Solución fisiológica;  
- Medio de aspiración - Solución buffer fosfato (PBS) suplementado con 1% de suero 
fetal bovino (FBS-  Sigma Aldrich). 
 Producción de embriones: 
- Medio de maduración  (IVM - Vitrogen®, Brasil); 
- Medio de fertilización (IVF - Vitrogen®, Brasil); 
- Medio de capacitación espermática (Percoll 45%/90% - Vitrogen®, Brasil); 
- Medio de cultivo (IVC- Vitrogen®, Brasil); 
- Aceite mineral (Sigma Aldrich).  
 Criopreservación de embriones: 
- Nitrógeno Liquido 
- Holding (Bioniche); 
- Etilenglicol  (Vigro); 
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- Medio de vitrificación:  
- Solución de equilibrio (Vitrogen®, Brasil); 
- Solución de vitrificación (Vitrogen®, Brasil); 
- Medio de desvitrificación:  
- Solución de descongelación (Vitrogen®, Brasil); 
- Solución de dilución (Vitrogen®, Brasil); 
- Solución de lavado (Vitrogen®, Brasil). 
 
3.3. EQUIPOS DE LABORATORIO 
 
-  Incubadora;  
- C.A.S.A (Computer Assisted Sperm Analysis); 
- Congelador de embriones; 
- Platina caliente 
- Microscopio; 
- Estereoscopio; 
- Baño María. 
 
3.4. MATERIALES 
 
- Placas Petri de 35x 10 mm (Falcon ® 1008); 
- Filtros;  
- Micropipetas de 10 ul, 100 ul y 1000 ul; 
- Termos de boca ancha;  
- Termómetro;  
- Vaso de precipitación 500mL;  
- Tubos conicos de 15 ml y 50 ml  (Falcon ®); 
- Jeringas de 5 ml y 10 ml; 
- Agujas hipodérmicas N° 18G de 1 ½ pulgadas. 
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3.5. MÉTODO EXPERIMENTAL 
3.5.1.    PRODUCCIÓN DE BLASTOCISTOS IN VITRO 
Figura N° 3: Proceso de producción de blastocitos in vitro 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
a. Preparación de placas 
Previo al proceso de maduración, fertilización y cultivo  de ovocitos o embriones,  los medios 
utilizados para el  lavado de los ovocitos y embriones, así como las  placas preparadas (medio 
y aceite mineral), fueron equilibradas durante 2 horas en la incubadora a 38 ºC con 5% CO2. 
Las placas contenían de 5 a 7 microgotas de 70 μl de medio y 3.5 ml aceite mineral. 
 
b.  Manejo de ovarios 
Los ovarios fueron obtenidos de bovinos beneficiados, los cuales fueron transportados en 
condiciones isotérmicas (37°C), al laboratorio de biotecnología reproductiva en solución 
fisiológica (NaCl -0,9%) a 37°C, el tiempo transcurrido entre el sacrifico de los animales y 
la llegada al laboratorio fue inferior a 3 horas. Los ovarios fueron lavados de 2 a 3 veces con 
Maduración de ovocitos 
Fertilización de ovocitos -  7    Día 0 
Cultivo  de embriones -       Día 1 
Primer cambio IVC 
Segundo cambio IVC 
Capacitación 
espermática 
Preparación de placas 
Blastocistos 
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previas 
Obtención de ovarios, aspiración, 
búsqueda y selección de ovocitos 
 
-  7    Inicio    
-       Día 3 
-       Día 5 
-       Día 7 
Cambio del 50% de 
medio IVC 
Cambio del 50% de 
medio IVC 
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solución fisiológica a 37 °C para eliminar  restos de sangre,  y conservar los mismos en  
solución  atemperada, manteniéndolas en baño maría durante el proceso de aspiración.   
 
c. Aspiración de ovocitos 
Los complejo cumulus oophorus (COC´s) se recuperaron de folículos de 3 a 8 mm mediante 
aspiración folicular, con ayuda de una jeringa y aguja N° 18.  Para la aspiración fue necesario 
contar con la solución buffer fosfato (PBS) suplementado con 1% de suero fetal bovino 
(SFB).  El líquido folicular aspirado se colocó en un tubo cónico de 50  ml (Falcon ®), el 
cual se mantuvo durante todo el proceso de aspiración en baño  maría a 37°C  para finalmente 
realizar el filtrado,  búsqueda  y selección de los ovocitos. 
 
d. Búsqueda  y selección de ovocitos 
Los COC´s obtenidos fueron visualizados bajo un estereoscópico a 40X de aumento, se 
clasificaron y calificaron en cuatro categorías (I, II, III y IV)  de acuerdo al número de células 
del cumulus que cubre al ovocito (Leibfried y First, 1979). Para la presente investigación 
solo se consideraron como viables para el proceso de maduración in vitro  los ovocitos de 
calidad I y II.  Los ovocitos seleccionados fueron colocados en placas petri (35 x 15 mm) en 
medio H -199 (Vitrogen®, Brasil).  
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Figura N° 4:  Manejo de ovarios y obtención de ovocitos: a) material necesario para el 
transporte de los ovarios, b) Lavado  de los ovarios con solución fisiológica, para el 
retiro de restos de sangre, c) ovarios en baño maría (37°C) d) aspiración folicular, e) 
filtrado del contendido folicular, f) búsqueda de ovocitos. 
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e. Maduración in vitro de ovocitos 
Para la maduración se realizó el lavado por tres veces de los COC´s utilizando el medio H- 
199 (Vitrogen®, Brasil). y medio de maduración (IVM - Vitrogen®, Brasil) . Una vez  
lavados los COC´s se transfirieron y  cultivaron en  el IVM (Vitrogen®, Brasil), a 38 ºC con 
5% CO2 por 22 a 24 horas en grupos de 10, en microgotas de 70 μl cubiertas con aceite 
mineral estabilizada (Sigma Aldrich) en placas 35x 10 mm. (Figura N° 5) 
 
 
  
   
 
Figura N° 5: Maduración de ovocitos: a) placas con el líquido folicular en platina 
caliente, b) medio H-199 (IVM - Vitrogen®, Brasil) y medio de maduración in vitro 
(IVM - Vitrogen®, Brasil), c) localización y selección de ovocitos d) ovocitos de calidad 
I y II, e) placas con migrogotas del IVM, f) incubación de los ovocitos por 22- 24 horas 
a 38 ºC con 5% CO2. 
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f. Fertilización in vitro de ovocitos 
Los COC´s al término de las 22 - 24 horas de maduración, fueron retirados del medio de 
maduración para posteriormente ser lavados por tres veces en medio de fertilización (IVF- 
Vitrogen®, Brasil) y colocados en grupos de 10 en microgotas de 70 μl de IVF (Vitrogen®, 
Brasil) cubierta con aceite mineral, posteriormente se adiciono la suspensión de 
espermatozoide seleccionados y capacitados.  
 
Para la fertilización se utilizó semen congelado de toros de probada fertilidad, una vez 
descongeladas las pajillas a 37 °C por 30 segundos, se procedió a evaluar la motilidad inical 
(capacidad fecundante) del  semen de manera objetiva,  mediante el sistema computarizado 
de análisis de semen (C.A.S.A). La evaluación consistió en colocar 5 ul de semen en la placa 
y colocarla en la platina del microscopio donde se encuentra la cámara, para luego activar el 
software.   
 
Se realizó la capacitación espermática mediante el método de gradientes de Densidad Percoll 
(45/90), para ello se colocó en un tubo Eppendorf  500 μl de percoll 45 en el gradiente 
superior, 500 μl de percoll 90 en la gradiente inferior y 250 μl de semen descongelado en la 
parte superior, llevándose a una primera centrifugación a 3000 RPM durante 15 minutos; 
con la finalidad de eliminar el crioprotector y diluyentes, terminada la centrifugación se 
descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado, al cual se agregaron 500 μl de 
medio de fertilización (IVF - Vitrogen®, Brasil), para finalmente ser centrifugado por 
segunda vez a 3000 RPM por 5 minutos. La motilidad  espermática final se valoró mediante 
el sistema computarizado de análisis de semen (C.A.S.A). La fertilización se realizó 
adicionando 10 μl de solución de espermatozoides (concentración final de 1 x 106 
espermatozoides/ml) a cada migrogota que contenia los ovocitos madurados. Se incubaron 
los ovocitos y espermatozoides por 18 horas a 38 ºC, 90% humedad con  5% CO2. (Figura 
N° 6) 
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 Figura N° 6  Fertilización in vitro: a) medios para la fertilización y capacitación 
espermática, b) preparación de placas para la fertilización, c) descongelación de la 
pajilla de semen a 37°C, d) gradiente de densidad percoll (45/90), e) centrifugación del 
gradiente de percoll y semen, f) ovocitos madurados, g) evaluación de la motilidad 
espermática, h) placa con ovocitos y espermatozoides. 
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g. Cultivo in vitro  
A las 18 horas post fertilización, los cigotos fueron denudados por pipeteo, permitiendo así 
la remoción de  las células del cúmulo, para posteriormente ser lavados tres veces en el medio 
de cultivo (IVC -Vitrogen®, Brasil), y transferidos al IVC (Vitrogen®, Brasil) durante  7 
días, en microgotas de 70 μl bajo aceite mineral a  38 ºC con 5% CO2; el medio de cultivo 
fue cambiado en un 50% al  tercer y quinto día, el cambio consistió en retirar 35 μl de medio 
IVC (Vitrogen®, Brasil) y agregar 35 μl de medio IVC nuevo . Los blastocistos obtenidos 
fueron clasificados de acuerdo a su morfología (de manera subjetiva) y asignados 
aleatoriamente a los métodos de criopreservación.  (Figura N° 7) 
 
 
 
 
   
 
 
Figura N° 7: Cultivo de embriones: a) placa conteniendo supuestos cigotos, b) remoción 
de las células del cumulo, c) cultivo en incubadora d) Blastocistos (día 7). 
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3.5.2. CRIOPRESERVACIÓN DE BLASTOCISTOS 
a. Congelación lenta 
Los blastocistos fueron  colocados en placas petri (35 x 15 mm) y  lavados tres veces en 
medio holding (bioniche), para posteriormente ser lavados y expuestos al medio de 
congelación (Etilenglicol - vigro) a temperatura ambiente en microgotas de 60 μl, e 
inmediatamente después empajilladas (pajillas plásticas de 0.25cc); las pajillas fueron 
selladas en el extremo contrario al tampón de algodón con alcohol polinivilico.  
 
Las pajillas se colocaron en el equipo de congelación automática, cuando éste indicaba una 
temperatura de -7 °C, permaneciendo a esta temperatura durante  5 minutos; seguidamente 
se realizó el seeding (siembra de hielo) poniendo en contacto la superficie de la pajilla con 
un hisopo con nitrógeno líquido, posterior al seeding se monitoreo  el descenso de la 
temperatura a  una velocidad de 0.3 °C/ minuto hasta -32 °C, momento en  que las pajillas 
se  retiraron del equipo de congelación y fueron sumergidas inmediatamente  en nitrógeno 
líquido. (Figura N° 8 y 9) 
 
- Descongelación 
La descongelación se realizó sumergiendo las pajillas en baño maría a 38 °C durante 30 
segundos, el contenido de la pajilla fue vertido en una placa petri (35 x 15 mm), los 
blastocistos recuperados se lavaron en medio de cultivo (IVC - Vitrogen®, Brasil), para 
finalmente ser re cultivados por tres horas a 38 ºC con 5% CO2. 
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Figura N° 8 : Proceso de congelación lenta de blastocitos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 min. 
Inicio 
Colocar pajillas -  7    - 7°C 
Seeding 
Descenso de T° 
Fin -  7    - 32 °C 
Cargar blastocisto en pajillas de 0.25 cc. 
en solución de congelación 
Blastocisto localizado  
 Sumergir a  NL 
T°  AMBIENTE 
Lavar blastocisto en medio holding 
0.3°C/min. 
Siembra de hielo 
- 7 T° Amb 
-  7    - 7°C 
39 
   
  
 
  
 
 
Figura N° 9: Congelación tradicional: a) Equipo de congelación automática b) 
materiales y medios holding - etilenglicol, c) Localización  de blastocistos  d) 
empajillamiento de blastocistos  e) colocación en el equipo de congelación automática 
de las pajillas conteniendo los blastocistos f) seeding (siembra de hielo). 
 
b.  Vitrificación 
Los blastocitos fueron colocados en placas petri (35 x 15 mm) e incubados en solución  de 
equilibrio (V1 - Vitrogen®, Brasil) por 8 minutos a 27°C, luego transferidos a la solución 
de vitrificación (V2 - Vitrogen®, Brasil) a 27°C por 40 segundos en microgotas de 60 μl, 
posteriormente cargadas en los  dispositivos, los cuales  fueron colocados en pajillas 
plásticas de  0.5 cc. e inmediatamente después sumergidos en nitrógeno líquido. 
 
Los dispositivos se elaboraron a partir de microtubos de vidrio, los cuales fueron calentados 
en la porción la central, hasta el evidente reblandecimiento del vidrio, una vez logrado esto 
ambos extremos fueron traccionados hasta lograr la reducción del diámetro en la porción 
central y consecuentemente del grosor del microtubulo. Posterior a ello se cortaron los 
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microtubos en la sección más delgada haciendo uso de una fina lamina de lima de uñas.  Se 
esterilizaron los dispositivos  sometiéndolos a luz ultravioleta. 
 
El volumen aproximado de la gota que contuvo la solución crioprotectora y el blastocisto 
fue de 2 µl, siendo cargados estos al dispositivo por capilaridad.  
 
Figura N° 10:  Proceso de vitrificación de blastocitos 
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Figura N° 11: Vitrificación: a) materiales y medios para la vitrificación , b) dispositivos 
para el almacenamiento de los blastocistos, c) gotas de los medios de vitrificación, d) 
Blastocisto en medio de vitrificación , e)  nitrógeno líquido,  f) almacenamiento en el 
tanque criogénico a -196°C. 
 
- Desvitrificación 
Este proceso consistió en extraer las pajillas con el dispositivo del tranque de nitrógeno 
líquido, posteriormente se retiró el dispositivo de la pajilla plástica; para expeler el 
blastocisto y el medio del dispositivo se hizo uso la micropipeta de 10 ul., para 
posteriormente ser colocado en  la solución de descongelación  (D1 - Vitrogen®, Brasil)  e 
incubado por 1 minuto a 38 °C con 5% CO2, en una microgota de 60 ul, posteriormente se 
trasfirieron los blastocistos a la solución de dilución (D2 - Vitrogen®, Brasil), la cual se 
incubó durante 3 minutos a temperatura ambiente, finalmente se transfirió al medio de 
lavado (D3 Vitrogen®, Brasil)  a temperatura ambiente por 5 min. Los blastocistos 
recuperados se lavaron en medio de cultivo (IVC - Vitrogen®, Brasil), para finalmente ser 
re cultivados durante 3 horas  
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Figura N° 12 :  Proceso de desvitrificación de blastocitos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.5.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Las comparaciones entre métodos se evaluaron mediante la prueba estadística de chi – 
cuadrado, los datos obtenidos fueron procesados en el programa SAS  
 
3.6.   VARIABLES EVALUADAS 
a. Porcentaje de recuperación: Se evaluó la cantidad de blastocistos congelados - 
vitrificados exitosamente y recuperados luego de descongelados. 
 
b. Porcentaje de re – expansión: Para la evaluación de la re – expansión se incubaron los 
embriones en el medio IVC (Vitrogen®, Brasil) a 38°C con 5% CO2 durante 3 horas, 
la evaluación de la tasa de re expansión fue de manera subjetiva, observando que el 
blastocsito recupere su forma normal, y se rehidrate, además de ciertas características 
morfológicas (integridad de masa celular interna, integridad de la zona pelúcida, 
citoplasma homogéneo, y sin signos generales de picnosis). Se consideró realizar la 
evaluacion de re-expansión de los blastocistos para relacionarla con la sobrevivencia de 
los mismos, pues al mantenerse viables los embriones mantienen la capacidad de 
osmosis, pasaje y consumo de nutrientes del medio en las que se cultivan al tener cierta 
fracción de células vivas (Mucci et al., 2006), luego de que son sometidos al proceso de 
descongelación   y extracción de crioprotectores. 
D1 
D2 7    T° Amb 
Incubar por 1 minuto 
con 5% CO2 
Retiro de dispositivo de NL  
Verter embrión en D1 
7    38°C 
Incubar por 3 minutos 
D3 Incubar por 5 minutos 7    T° Amb 
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 Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante el test de Chi- cuadrado, el 
índice de significancia fue establecido en p˂ 0.05, y se asumió la siguiente hipótesis. 
  
Ha: El porcentaje de recuperación y re- expansión de los blastocistos sometidos a 
congelación es diferente a los de vitrificación debido a la facilidad de manejo del 
dispositivo y la cantidad de crioprotectores usados. 
 
Ho: El porcentaje de recuperación y re- expansión de los blastocistos sometidos a 
congelación es igual a los de vitrificación debido a la facilidad de manejo del dispositivo 
y la cantidad de crioprotectores usados. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1.   Tasa de división y Producción de blastocistos  
 
Tabla N° 1: Eficiencia de la producción de blastocistos bovinos in vitro 
 
Los resultados son menores a los obtenidos  por Martins (2009),  quien logró tasas de clivaje 
de 87.48, 87.22, 85.13, 85.73 por ciento,  al realizar los experimentos suplementando los 
medios de cultivo con 2.5% SFB (suero fetal bovino), 0% SFB, 2.5% SFB + F, 0% SFB + 
F, respectivamente. Diferencias  que  probablemente se deban a que se trabajó con ovarios 
de vacas Bos taurus indicus x Bos taurus indicus y Bos taurus indicus x Bos taurus, además 
de adicionar a los medios de cultivo forskolin (lipolisis química). Báez et al (2010), 
manifiestan que el ganado con predominancia fenotípica Bos indicus presenta mejores tasas 
de desarrollo embrionario debido a que sus ovocitos son más competentes al tener genes 
termo tolerantes, con capacidad para resistir las condiciones ambientales, y que pueden 
llegar a desarrollarse luego de la fecundación en mayor porcentaje de embriones que los del 
ganado B. taurus.  
N° 
Corrida 
N°  ovocitos 
cultivados 
N° Clivaje Porcentaje 
(%) clivaje 
N° 
Embriones 
Porcentaje 
(%)embriones 
1 29 15 52 5 33 
2 56 41 73 12 29 
3 59 36 61 11 31 
4 42 29 69 7 24 
5 45 33 73 17 52 
6 44 29 66 10 34 
7 34 22 65 7 32 
8 35 21 60 9 43 
9 70 48 69 23 48 
TOTAL 414 274 66 101 37 
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Rizos et al., (2003) observaron una tasa de división superior, de 85 ± 4 y 84 ± 3 por ciento, 
que podría deberse a que sus medios de cultivo fueron suplementados con fluido de oviducto 
sintético (SOF) + 3 mg / ml  de albumina sérica bovina (BSA) + suero fetal bovino  10% , 
SOF + 3 mg / ml de BSA, en ausencia de suero.  Abdalla (2010)  reporta  una tasa de división 
mayor de 80 por ciento,  que posiblemente se deba a que después de 6 horas de co-incubación 
de espermatozoides - ovocitos a 38.5 ºC, 5% CO2 los presuntos cigotos se transfirieron al 
medio SOF, cultivado a 39.0 ºC 5%  CO2. Sanches et al. (2013) reportan  78.8 y 72.7 por 
ciento; superioridad probablemente debida a que se trabajo con ovarios de Bos indicus 
(Nellore).  
  
Bernal (2016) obtuvo tasas de clivaje  de  68. 8 ± 4.1 , 70,9 ± 5,9, al suplementar el medio 
de maduración con 100 µm  de cisteamina y 50  µm  de cisteamina respectivamente de 
cultivo con  cisteamina.  Teixeira (2010), reportó tasas de clivaje inferiores, de 46.0, 51.2, 
49.8 y 51.9 por ciento, al realizar el cultivo de ovocitos con medios suplementados con suero, 
medio con suero + ácido linoléico conjugado (CLA), medio sin suero y medio sin suero más 
CLA, respectivamente. Según el autor el CLA puede afectar diferentes caminos metabólicos.   
Sandal y Özdaş (2015) obtuvieron tasas de clivaje de 47.9, 50.1, 52.2, 49.4 por ciento al 
suplementar al medio  de maduración TCM 199: cisteamina + SOF, cisteamina + medio CR1 
aa,   medio  SOF  sin medio  cisteamina , CR1 aa, en ausencia de cisteanima. Finalmente, 
Corallo (2008), reporta tasas de clivaje de 68,71 por ciento. 
 
En la tabla N° 01 se muestra la tasa de división (clivaje) en la investigación. Se obtuvo como 
promedio una tasa de división de 66 por ciento, (Sirard et al., 2006), mencionan que 80-90 
por ciento de los ovocitos destinados a procesos de fecundación in vitro, son capaces de  
madurar, proseguir a su fecundación y comenzar a dividirse, al menos hasta el estadio de 2 
a 4 células.  Los  resultados de la presente investigación posiblemente de  deban a que el 
origen de los ovocitos era muy heterogéneo, no se conocía la edad cronología e historial 
reproductivo de las hembras de donde se obtuvieron los ovarios y por consiguiente los 
ovocitos.  
 
En cuanto refiere a la tasa de producción de blastocistos , se menciona que los ovocitos 
capaces de transformarse en blastocisto transferibles se encuentran entre 30 y 40 por ciento 
(Park et al., 2005, Herradón et al., 2007 y Gómez et al., 2008); y los resultados de la presente 
investigación se encuentran dentro de este rango. Sanches et al.(2013), reportan tasas de  
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45.3  y 39.9 por ciento, algo superiores a las del presente estudio, al añadir o no forskolin al 
medio de cultivo; y, Teixeira(2010),  tasas inferiores de 24.2, 24.2, 16.6 y 15.0, al realizar la 
el cultivo de los ovocitos con medios suplementados con suero, medio con suero + ácido 
linoléico conjugado (CLA), medio sin suero y medio sin suero más CLA, respectivamente; 
similares a las de Adballa (2010), de 29 y 11 por ciento de blastocistos expandidos, en los 
Días 7 y 8, respectivamente. 
  
En la presente investigación se obtuvo un valor  de 37 por ciento, semejante o superior en 
algunos casos a los reportados en la literatura; aun cuando es importante resaltar  que  los 
embriones  procedentes de ovocitos de matadero, logran en general tasas de supervivencia 
inferiores  a  las de  embriones producidos in vivo  (Lonergan y Fair, 2006); y que solo un 
tercio de los ovocitos madurados in vitro se desarrollan a la etapa de mórula o blastocisto. 
Siendo necesario reiterar que la eficiencia de la producción de embriones in vitro está ligada 
no solo al sistema de cultivo, sino también a la calidad intrínseca de los ovocitos (Rizos et 
al., 2008). Los resultados encontrados podrían deberse a que se desconoce de la condición y  
nivel nutricional de las vacas donadoras, además de su estado fisiológico y etario.  
 
4.2.  Tasa de recuperación de blastocistos  
  Luego de concluir el proceso de descongelación y desvitrificación se logró recuperar 48 
(92.31 por ciento) de blastocistos, por el método de congelación lenta o convencional, puesto 
que se usaron pajillas de 0.25 ml, que facilitan la recuperación de los embriones; en tanto 
que por la vitrificación, se presentaron mayores pérdidas de embriones,  debido a que los  
blastocistos se encontraron almacenadas en dispositivos cuyo volumen de almacenamiento 
era muy bajo (2µl); además, los dispositivos fueron elaborados a partir de  micro tubos de 
vidrio, los cuales fueron sometidos a calor con consecuente reducción de su diámetro 
generándose, en ocasiones, rupturas de las mismas al intentar recuperar el embrión,  es así 
que se logró recuperar 38 (77.55 %) embriones (Tabla N° 2) 
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Tabla N° 2 : Tasa de recuperación de blastocsitos bovinos in vitro 
 
Método de 
criopreservación 
N°  Embriones 
Criopreservados 
Tasa de recuperación  
(%) 
Valor  
X2 
 P-Valor 
Congelación 52 48 (92.31)a 
4.3442 
 
 
0.0371 
  
Vitrificación 49 38 (77.55)b 
 
En las comparaciones verticales, letras diferentes indican que existe diferencia estadística significativa (p< 0,05). 
 
La tasa de recuperación de embriones  entre los métodos: congelación lenta o convencional 
y vitrificación fue diferente (p< 0,05) en favor de la congelación lenta. Diferencia que 
posiblemente se deba a la facilidad de manejo de los elementos empleados (pajillas y 
dispositivos elaborados) para este fin.  
 
Al vitrificar embriones haciendo uso de los dispositivos OPS y CPS, Yu et al., 2010, obtuvo 
tasas de recuperación de 85,4 ± 4,9% frente a 87,9 ± 5,2%; respectivamente, algo superiores 
a las encontradas en el presente estudio.  
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4.3. Tasa de re expansión de los blastocistos 
  
  
 
 
 
Figura N° 13: Re expansión de blastocistos bovinos a) embriones, b) embriones en 
medio de desvitrificación, c) y d) embriones re expandidos 
 
 
Se logró obtener una tasa de re expansión de 43.75 por ciento (21 embriones) en la 
congelación lenta o convencional, y 26.32 por ciento (10 embriones) en la vitrificación 
(Tabla N° 3), no encontrándose diferencias (p>0,05).  entre ambos métodos de 
criopreservación, tal vez por el pequeño tamaño de muestra.  
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Tabla N° 3 : Tasa de re expansión post criopreservación de blastocistos bovinos in vitro 
 
 
Larocca et al., (1998), al congelar blastocitos de excelente calidad en sus diferentes estadios, 
el día 7 post-fecundación in vitro, -utilizando como crioprotector etilenglicol (EG) 1,5 M en 
fosfato buffer salino modificado (PBS) suplementado con sacarosa 0,1 M y albúmina\ácido 
linoléico (40 mg\ml)-, obtuvo tasas de re expansión y desarrollo de 20por ciento para 
blastocisto temprano , 78.1 por ciento para blastocisto  y 44.4 por ciento para blastocisto 
expandido, al re cultivarlos en medio TCM 199 suplementado con 10 mM de ß- 
mercaptoetanol ( ß-ME) y 10 por ciento de suero fetal bovino  (SFB); mientras que al re 
cultivarlos en medio CR1aa, suplementado con 10 mM de (ß-ME) y 10 por ciento  de (SFB), 
alcanzó un 75, 57.1y 40por ciento para blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto 
¿tardío?, respectivamente. Estos resultados son relativamente mayores a los hallados en el 
presente trabajo debido a que se utilizó otro medio de congelación y re cultivo, además que 
el tiempo de evaluación fue a las 24 horas. 
  
Sin embargo, Assumpção et al (2008), reportan tasas de re- expansión inferiores de  41.53 
± 6.67 y  36.99 ±  5.27 al criopreservar embriones por congelación lenta. Resultados que se 
podrían deberse a que utilizó velocidades de enfriamiento diferentes a las del presente 
estudio (0.3°C/min). Las velocidades empleadas fueron de  0.5ºC/min y 1.2 ºC/min., 
respectivamente.  
 
Inaba et al. (2011), obtuvo tasas de re- expansión, a las 24 horas, de 88.6 por ciento. Esta 
evidente superioridad se debe a que utilizó un medio diferente (1,5 M de EG, 0,1 M de SUC 
y 4 mg / ml de BSA); además que las pajuelas se mantuvieron a -7,0ºC por 15 min, se enfrió 
hasta -30ºC a una velocidad de -0,3 C / min y luego se sumergió a nitrógeno líquido. 
Método de 
criopreservación 
N° 
Embriones 
cultivados 
Re-expandidos en cultivo in 
vitro a 3h (%) 
Valor 
X2 
 P-Valor  
Congelación 48 21 (43.75)a 
2.7964 
 
 
0.0945 
 Vitrificación 38 10 (26.32)a  
En las comparaciones verticales, letras iguales indican que no hay diferencias estadísticas significativas (p> 0,05) 
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Corallo (2008), obtuvo tasas de 58,58 por ciento de re-expansión en la congelación 
controlada de y de 13,65por ciento en la vitrificación, debido posiblemente  a que los 
embriones fueron re cultivados en medio TCM199, suplementado con suero fetal bovino. 
En un segundo experimento, sin suplemento de suero fetal bovino, obtuvo tasas de re- 
expansión de 34.66 por ciento en la congelación controlada y de 19,62 por ciento en la 
vitrificación, similares a las halladas en el presente estudio.   
 
Abdalla et al., 2010, obtuvo tasas de re expansión (supervivencia) de los blastocistos IVF de 
(84 a 89%),  a las 24 horas, las cuales no se vieron afectadas por el grado de desarrollo o 
edad del embrión (día 7 y 8). Valores superiores a los obtenidos probablemente porque se 
usó un protocolo de vitrificación diferente(7,5% etilenglicol y 7,5% dimetilsulfóxido 
(DMSO) en TCM-199/20% FBS -suero fetal bovino- como medio base; durante 3 min a  
temperatura ambiente, luego fue trasladado  la otra solución  de 15% de EG, 15% de DMSO, 
y 0,5 M de sacarosa en el medio de base por  40 s a temperatura ambiente). Además, los 
embriones fueron cargados en los dispositivos Cryotop. El medio de re cultivo de los 
embriones fue SOF. 
 
Saha et al., 1996, logró tasas de re expansión de 86, 72 y 46por ciento, al re cultivar 
embriones  de 7, 8 y 9 días, respectivamente;  resultados que podrían deberse a que la 
evaluación de la sobrevivencia, asociada a la re expansión, se realizó de manera objetiva 
mediante tinción diferencial  (recuento de células vivas y muertas) de fluorocromo,además 
de hacer uso de un dispositivo diferente (pajillas de 0.25 ml). La inferioridad de nuestros 
resultados se debe posiblemente a que la evaluación se realizó de manera subjetiva. 
 
Tshimangadzo et al; 2004, tras cultivar embriones en medio optimizado de potasio simple 
(KSOM)  y KSOM+SOF (Fluido de oviducto sintentico) , y vitrificar embriones  con 
diferentes horas de mantenerse cultivadas (144, 156 y 180 horas), obtuvo tasas de re 
expansión a las 6 horas de 68 ± 5, 52 ±4 y 49± 5, respectivamente, en embriones cultivados 
en KSOM,  y de 68 ± 5, 87 ±4 y 52 ± 5,  en embriones cultivados en medio 
KSOM+SOF;resultados que, en general, son mayores a los del presente estudio, 
probablemente debido a que los embriones fueron cultivados en medios enriquecidos  
diferentes. 
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Teixeira, 2010, reportó tasas de re expansión de 68.6, 77.5, 75.7 y 71.8por ciento post 
desvitrificación, superioridad  que puede deberse al cultivo de los ovocitos, con medios 
suplementados con suero, medio con suero + ácido linoléico, conjugado (CLA), medio sin 
suero y medio sin suero más CLA, respectivamente.  Según Baumgard et al. (2002), el CLA 
puede reducir la acumulación de lípidos mediante la reducción de los niveles de ARN 
mensajero (ARNm) de enzimas lipogénicas, mejorando la viabilidad de los embriones. Por 
ejemplo, Yu et al., (2010), obtuvo tasas de supervivencia de 56,3 ± 4,4 y 58,0 ± 6,8 por 
ciento, al vitrificar embriones en dispositivos CPS y OPS, respectivamente, y en la 
congelación convencional de 46,9 ± 3,7 por ciento; 
 
Izaguirre (2012), al realizar la vitrificación de embriones en dispositivos Fibreplug, alcanzó 
tasas de re expansión de 65,08± 7,8 por ciento,a las 2 horas post cultivo . Diferencias podrían 
deberse  a que se usó un dispositivo adicional, que consistió en un gancho sobre el cual se 
depositó la gota del medio de vitrificación conteniendo el embrión; además de una pajuela 
de 0,25 mL, cargada con una columna de 7 mm de medio de calentamiento (TCM 199 Hepes, 
20 por ciento de FCS y sucrosa 0,25 M), seguida de 1 cm de aire y una última columna de 6 
cm de  medio de calentamiento.  
 
Díez (2010), obtuvo porcentajes de re-expansión de 54,08por ciento, a las 48 horas post-
calentamiento; posiblemente estos resultados se deban a que en la investigación se usaron 
los dispositivos cryotip (23.000 ºC/minuto). Isachenko et al. (2005) recomienda tasas altas 
de congelamiento (> 23,000 º C) y una solución minimizada (0.1 µ L) alrededor de del 
embrión para lograr altas tasas de sobrevivencia embrionaria. 
 
Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente estudio son superiores a 23,15 ± 6,67 
por ciento, hallado  por Assumpção et al. (2008) en vacunos, con re-expansión a 24 horas; 
empleando un sistema clásico de vitrificación con pajuelas de 0,25ml, y una velocidad de 
enfriamiento de 2000ºC/min (Vajta et al., 1998). Sin embargo, Asgari (2009) reportó en 
bovinos, a 48 h de cultivo, un valor superior de 78,50 por ciento de supervivencia y una 
eclosión de 43,7 por ciento, con Cryotip; y, por último, Banti (2014) igualmente reporta en 
embriones humanos vitrificados tasas de sobreviencia de 67,30 por ciento en  Cryotip y de 
87.00 por ciento en Rapid-i.. 
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Como ya se ha referido, el uso de suero fetal bovino en los medios de cultivo genera 
embriones con mayor cantidad de lípidos en el citoplasma. ; asimismo, los embriones con 
mayor cantidad de lípidos son menos resistentes a la criopreservación (Rizos et al., 2002; 
Bernard Lonergan et al, 2003; Rizos et al., 2003; Seidel et al., 2006). Dado que en la presente 
investigación los embriones fueron cultivados en medios comerciales, que evidencian la 
presencia de suero fetal bovino,  es probable que las menores tasas de re-expansion 
(sobrevivencia) encontradas después de la congelación y vitrificación, se deba alta la elevada 
cantidad de lípidos que pudieran contener.  
 
En resumen, las tasas de sobrevivencia de los embriones producidos in vitro son variables 
(Kaidi et al., 2001) y más bajas  que las obtenidas en embriones producidos in vivo  
(Alvarenga et al., 2007, Dinnyes y Nedambale, 2009). Esto se debe probablemente a las 
características físicas que hacen que los embriones producidos in vitro sean más sensibles 
cuando están expuesto a bajas temperaturas (Vajta et al, 1996;, 2009); entre estas 
características se tienen:  i) el aumento del número de vacuolas (Shamsuddin et al., 1992); 
ii) aumento de la fragilidad de la  zona pelúcida (Dobrinsky et al., 1991); iii) el número de 
blastómeros (Rizos et al., 2002); iv) mayor incidencia de apoptosis; y, v) aumento en el  
contenido citoplásmico de  lípidos (Massip et al., 1995). Por estas razones, y especialmente 
la última, la criopreservación de embriones producidos in vitro reduce en gran medida la 
posibilidad de sobrevivencia  (Pereira y Marques, 2008).  
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V. CONCLUSIONES 
 
- El método de criopreservación de congelación lenta o controlada, de blastocitos 
producidos in vitro, mostró mejores tasas de recuperación post descongelación que 
el método de vitrificación, debido a la facilidad de recuperación de blastocitos de las 
pajuelas de 0.25 cc. 
 
- Las tasas de re-expansión de los blastocistos  producidos in vitro, criopreservados 
por los métodos de congelación lenta o convencional y de vitrificación  fueron 
similares; sin embargo, ambos produjeron daños estructurales a los blastocistos , 
reduciendo su sobrevivencia. 
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VI. RECOMENDACIONES 
 
- Realizar la evaluación de la sobrevivencia embrionaria post descongelación de los 
diferentes métodos de criopreservación, de manera objetiva, haciendo uso de tinción 
diferencial para el conteo de células vivas y muertas; 
 
- Realizar nuevas investigaciones utilizando diversos medios de re cultivo; 
 
- Realizar la evaluación  de la tasa de re expansión o viabilidad de los embriones, 
sometiéndolos a diferentes tiempos de recultivo. 
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VIII. ANEXOS 
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Anexo N° 1: Prueba de Chi-Cuadrado de Asociación de método de criopreservación y 
recuperación 
 
 
Donde: 
- F =  Recuperados 
- U = No recuperados 
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Anexo N° 2: Prueba de Chi-Cuadrado de Asociación de método de criopreservación y re- 
expansión. 
 
 
Donde: 
- F =  Re - expandidos 
- U = No re – expandieron  
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